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= (54) Title: NOVEL THERAPEUTIC USE OF POLYPODIUM EXTRACTS 

^= (54) Titulo: NUEVO USO TERAPEUTICO DE LOS EXTRACTOS DE POLYPODIUM 

(57) Abstract: The invention relates to a novel use of extracts of the genus Polypodiaceae for the treatment of fibrotic diseases, 
diseases caused by an overexpression of the components of the extracellular matrix or by an overexpression of Transforming Growth 
Factor (TFG-6), e.g. scleroderma, pulmonary fibrosis, atherosclerosis, medullary fibrosis, hepatic fibrosis, pancreatic fibrosis, renal 
fibrosis, cardiac fibrosis, Dupuytren's disease and, in particular, Peyronie's disease. The invention also relates to the inhibition of 
"^n the components of the extracellular matrix in vitro and the reduction of the fibrosis in the tunica albuginea of the penis and the size 
I of the collagen plate in patients with Peyronie's disease using Polypodium extracts. In a preferred mode, the Polypodium extracts 
are obtained by extraction with a polar solvent from the rhizomes of Polypodium leucotomos. 

\o 

£^ (57) Res u men: Se describe un nuevo uso de los extractos del genero de las Polypodaceas para el tratamiento de las patologias 
fibroticas, patologias producidas por una sobreexpresion de los componentes de la matriz extracelular y por una sobre expresion 
del Factor Transformante de Crecimiento (TFG-fi); por ejemplo,esclerodermia, fibrosis pulmonar, ateroesclerosis, fibrosis medular, 
fibrosis hepatica, fibrosis pancreatica, fibrosis renal, fibrosis cardiaca, enfermedad de Dupuytrem y, especialmente, enfermedad de 
La Peyronie; se describe la inhibicion de los componentes de la matriz extracelular in vitro, reduction de las fibrosis de la tunica 
albuginea del pene y tamano de la placa de colageno en pacientes con la enfermedad de Peyronie por los extractos de Polypodium; 
en un modo preferente los extractos de Polypodium son obtenibles por extraccitfn con un disolvente polar a partir de los rizomas del 
Polypodium leucomotos. 
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POLYPODIUM. 
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Campo tecnico de la invencion 

La presente invencion describe un nuevo uso terapeutico de los 



extractos de Polypodium, concretamente, para el tratamiento de las fibrosis. 
Antecedentes de la invencion 

Las fibrosis tisulares son patologias cronicas caracterizadas por una 
10 sobreproducci6n de los componentes de la matriz extracelular (ECM), 
principalmente col&geno y fibronectina, y la proliferation de los fibroblastos. 

Recientemente, se ha descubierto que el Factor Transformante de 
Crecimiento (TGF-P) esta implicado en todos procesos fibroticos e induce la 

15 expresion de las proteinas de la matriz extracelular (ECM), 
independientemente de su patogenia. A titulo de ejemplo 3 se pueden nombrar 
las siguientes enfermedades fibr6ticas: esclerodermia,fibrosis hepatica, 
fibrobis medular, ateroesclerosis 5 fibrosis pulmonar, fibrosis cardiaca, fibrosis 
pancretica, fibrosis renal, enfennedad de Dupuytren o enfermedad de La 

20 Peyronie. 

Por lo que respecta a la enfermedad de La Peyronie, es una enfermedad 
con una epidemiologic historia y etiologia ampliamente desconocidas. Entre 
los factores etiologicos encontrados se pueden citar factores geneticos, 
25 traumaticos, hipertension arterial y/o idopdticos. 



En el ambito clinico, los enfermos presentan una fibrosis en la tunica 
albugfnea del pene que producen unas induraciones o placas en el pene muy 
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dolorosas en la fase temprana de su evoluci6n. Las placas durante la erecci6n 
provocan una incurvatura del pene que en grados avanzados dificulta o impide 
la actividad sexual. En ciertas ocasiones, el cuadro clinico se acompafia de 
perdida de rigidez en la erection. 

5 

Al igual que en otras fibrosis, se ha descrito que el Factor 
Transformante del Crecimiento (TFG-(3) esta implicado en la etiopatogenia de 
la enfermedad de La Peyronie y los enfermos tienen aumentada esta proteina. 
Adem£s, es no es extrano que la enfermedad de La Peyronie este asociada con 
10 otras fibrosis, principalmente con la enfermedad de Dupuytren o enfermedad 
de Paget. 

La btisqueda de nuevos tratamientos para el tratamiento de las fibrosis 
15 esta enfocada hacia la busqueda de productos capaces de inhibir la 
sobreproduccion del Factor de Crecimiento Transformante (TFG-p)que 
produciria una inhibition en la sintesis de las proteinas de la matriz 
extracelular. Sin embargo, no hay una correlation clara entre la reduction del 
TGF-p en los estudios in vitro y en los modelos con animates, con los 
20 resultados obtenidos in vivo respecto a la mejoria clinica o reduction de las 
placas de colageno. 

El-Sakka et al. J. Uro. 1999 Jun;161(16): 1980-3 describen que la 
colchicina disminuye la expresion de TFG-p en ratas que desarrollaron la 
25 enfermedad de La Peyronie por inyeccion en el pene de las ratas del TGF-p. 



Sin embargo, Reinhart et al. Dtsch Z Verdau Stoffwechselkr 
1986;46(5):257-75 describen que el tratamiento con colchicina sobre pacientes 
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con fibrosis hepatica produce con la misma frecuencia, una mejorfa, un 
empeoramiento o ningtin cambio en los grados de fibrosis. 

Respecto a la enfermedad de La Peyronie, Kadioglu et aL Int. X Impot 
5 Res. 2000 Jun; 12(3): 169-75 describen que, sobre una muestra de 60 pacientes 
afectados por la enfermedad de La Peyronie y tratados durante 10 meses con 
colchicine la incurvacion del pene mejoro en el 30% de los casos, permanecio 
igual en el 48% de los casos y empeoro en el 22% de los casos. 

10 Uno de los tratamientos utilizados actualmente, es el uso de tamoxifeno 

(Ralph et at The treatment of Peyronie's disease with Tamoxifeno. Br J Urol 
1992,70: 684-651) basandose en su actividad in vitro reguladora de la 
secretion de TGF-p. Sin embargo, su eficacia clfnica es reducida. Asf, 
Teloken C et al Tamoxifen versus placebo in the treatment of Peyronie's 

15 diseases J Urol 1999 Dec;162(6):2003-5, en un estudio clrnico comparativo 
entre Tamoxifeno versus placebo los resultados fiieron similares. 

Otros metodos para reducir la placa incluyen la inyeccion via 
intracavernosa de diversos agentes farmacologicos, a titulo de 

20 ejemplo:interferon a 2b, verapamilo o corticoides. Esta via de administracion 
es dolorosa para el paciente y la administracion de la droga la debe realizar 
una persona cualificada. La administracion de estos agentes puede producir 
efectos secundarios: el inferferon gamma produce fiebre, malestar y mialgia; 
los corticoides intraplaca producen gangrena; el tamoxifeno oralmente 

25 produce disminucion de la libido y disminucion del eyaculado. 

Los extractos de Polypodium han sido descritos en el estado de la 
tecnica con diferentes actividades farmacol6gicas. Las patentes EP-0503.208, 
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ES-2.088.770, EP 1.172.111 y los documentos citados en la patente europea 
EP 1.172.111 describen diferentes actividades farmacologicas de los extractos 
de Polypodium. Las actividades terapeuticas descritas en el estado de la 
tecnica se pueden resumir en: actividad inmunol6gica y reguladora de 
5 diferentes poblaciones de citocinas; regulaci6n de la expresion de las 
moleculas de adhesion; actividad en las enfermedades neurodegenerativas; 
actividad anti-inflamatoria y actividad colagenopoyetica. 

Asi, los documentos mas cercanos a la invencion son los que describen 
10 la actividad colagenopoyetica de los extractos de Polypodium y su aplicacion 
en las patologias con un defecto de colageno. 

EP-503.208 describe la actividad inmumoduladora de los extractos de 
Polypodium y su actividad en la estimulacion de los fibroblastos para 
15 sintetizar precolageno. 

FR 2.479.690 describe, tambien, el uso de los extractos de las 
Polypodaceas en el tratamiento de las enfermedades del aparato osteomotor 
que cursan un deficit de colageno. De esta forma se sugiere que los extractos 
20 de Polypodium aumentan la sintesis de coldgeno y sintetizan un colageno mas 
resistente. 



Objeto de la invencion 

25 

El problema que resuelve la presente invencion es conseguir un 
tratamiento farmacologico eficaz para las fibrosis o enfermedades fibroticas, 
tales como esclerodermia, fibrosis pulmonar, fibrosis renal, ateroesclerosis, 
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fibrosis pancreatica,fibrobis cardiaca, fibrosis hepatica, fibrosis medular, 
enfermedad de Dupuytren y, especialmente, la enfermedad de la Peyronie, 
estando caracterizadas estas patologias por un sobreproduccion de los 
componentes de la membrana extracelular (ECM). 

5 

La solucion encontrada por los inventores es el uso de Polypodium, 
como se describe en la reivindicacion 1 . 

Los inventores han encontrado que, los extractos de Polypodium 
10 inhiben in vitro de forma dosis dependiente la sintesis de colageno y 
fibronectica en fibroblastos humanos. Esta capacidad reguladora de los 
extractos de Polypodium se ha mostrado tambien in v/vo, reduci6ndose la 
placa de col&geno en los pacientes que sufren la enfermedad de La Peyronie, 
fibrosis de la tfinica albuginea del pene. 

15 

Otro problema resuelto por los extractos de Polypodium es la 
reduccion de la expresion del Factor Transformante de Crecimiento (TGF-J3), 
proteina involucrada en todas las patologias fibroticas, como se describe en la 
reivindicacion 2. Ademds, esta reducci<3n de la expresion del TGF-P es mas 
20 significativa in vivo que la producida por el tamoxifeno, farmaco de referencia 
por su actividad reguladora del TGF- p. 

Como es conocido por el experto, la administracion de extractos de 
Polypodium no produce ningun efecto secundario ni toxicologico, evitandose 
25 de esta forma los efectos adversos producidos con las terapias anticitocinas. 

En un modo particular, otro problema que resuelve la administracion de 
extractos de Polypodium, es obtener una mejora en los parametros clinicos 



relacionados con la enfermedad de la Peyronie, es deck, tras la administraci6n 
por via oral de los extractos de Polypodium se reduce la placa fibrotica de la 
tunica albugfnea del pene, se reduce el dolor durante el coito, se reduce la 
incurvatura del pene y se produce una mejora psicologica de los pacientes, 
5 como se describe en la reivindicacion 3 . Los resultados clinicos obtenidos en 
los pacientes tratados con los extractos de Polypodium son estadisticamente 
mejores que los pacientes tratados con otros farmacos. 

La via oral, segun la reivindicaci6n 9, resuelve los problemas 
10 relacionados por la administracion por via intracavernosa: la inyecci6n por via 
intracavernosa la debe realizar una persona cualificada y es una via de 
administracion dolorosa. 

En un modo particular, los extractos de Polypodium son obtenibles 
15 mediante extraccion con disolvente polar, constante dielectrica mayor de 20. 
Mas concretamente, los extractos de Polypodium son obtenibles mediante 
extraccion con agua, y mas concretamente, mediante la extraccion con agua de 
los rizomas del Polypodium leucotomos, segun se describe en las 
reivindicaciones 4,5,6 y 7. 

20 

Con el proposito de describir los extractos descritos en la invention 
parametricamente, la reivindicacion 8 describe las especies quimicas presentes 
dichos extractos. 

25 Description detallada de la invencion 

Los extractos de Polypodium son obtenibles mediante extracci6n con 
un disolvente polar, significando disolvente polar un disolvente una constante 
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dielectrica (€ )mayor a 20. En la tabla siguiente se indican algunos valores de 
constante dielectricas de los disolventes a 20°C segun Handbook of Chemistry 
and Physis, 54 a Edition. 1973 

Disolvente Constante dielectrica (C) 

Agua 80 
Metanol 32 
Etanol 24 
Etilenglicol 37 

En un modo preferente realizaci6n, los extractos de Polypodium son 
obtenidos por extraction con agua y evaporation del disolvente. 



Alternativamente, se pueden utilizar otras operaciones conocidas para 
15 el experto en t la materia y descritas en el estado de la tecnica para la 
purification de los extractos de Polypodium, o mejorar el rendimiento de la 
extraction. Por consiguiente, estas operaciones no aportarian ninguna ventaja 
adicional al extracto. Entre estas operaciones se pueden citar: optimization de 
las condiciones del secado de la planta; combinaci6n de diferentes disolventes; 
20 desengrasado del material vegetal; adicion de agentes conservantes; adicion de 
agentes antimicrobianos; adicion de cargas para facilitar la conservation y 
mejorar la manipulation; extracci6n mediante fluidos en estado supercritico; 
optimizacion de la epoca de recoleccion del material vegetal; purificacion 
mediante cromatografia; purificacion mediante adsorcion con carbon activo u 
25 otros. 



WO 03/103695 ^^ > CT/ESij3<ifU2 72 

8 



El material vegetal descrito en la invenci6n file recolectado en la region 
de los Montes Mataque en Guatemala, con la consiguiente autorizacion de las 
autoridades del pais. 

5 La clasificacion taxonomica de las especies vegetal depende del autor, 

por lo tanto, existen diferentes nomenclaturas dependiendo de la clasificacion 
utilizada. 

La clasificacion taxon6mica del material vegetal descrito en la presente 
10 invention se detalla a continuation: 

Nombre cientifico: Phlebodium aureum (Linnaeus) 

Subgenera: Phlebodium 

G6nero: Polypodium 

Familiar Polypodiaceae 
15 Ademas, existen otras sinonimias aceptadas tales como Polypodium 

aureum (Linnaeus) 6 Polypodium leucotomos (Poiret) y otras variedades: 
Polypodium aerolatum, Phlebodiu aerolatum, Polypodium aureum var. 
Aerolatum 6 Pleopeltis aurea. 

20 Por lo tanto, el termino Polypodium se refiere a los helechos 

comprendidos en el genero Polypodium. 

En un modo preferente de la invention, los rizomas de Polypodium 
leucotomos (Poiret) se secan y se extractan con agua en una relation rizoma/ 
25 disolvente (l:10).Con el fin de disminuir la carga bacteriana, el extracto se 
filtra a trav6s de membrana. El disolvente se 

evapora a presi6n reducida hasta obtener una humedad residual del 25% 
aproximadamente. A los extractos resultantes se le anaden cargas (almidon, 
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lactosa y estearato magn6sico) para facilitar la manipulation y evitar la 
contaminaci6n microbiana. El extracto estabilizado se encapsula en dosis 
unitarias equivalentes a 120 mg de extracto acuoso seco. 

5 El an&lisis cromatogrdfico de los extractos( Columna rellena de 

Octadecilsilano 5 micras; fase movil(acido fosf6rico 3%: agua: acetonitrilo/ 
25:72:3);deteccion a 210 nm) muestra la presencia en los extractos de acido 
quinico, acido fumarico, £cido lactico, acido malico y acido citrico. De esta 
forma, estos compuestos se utilizan como marcadores del extracto para fines 
10 analfticos. 

Los cultivos de fibroblastos de piel humana son un buen modelo para el 
estudio del efecto de los farmacos en las enfermedades fibroticas, es decir, las 
patologias que cursan una sobreproduccion de los componentes de la matriz 
15 extracelular. 

Los extractos de Polypodium han inhibido la sintesis de colageno de 
manera dosis dependiente tras la incubation de fibroblastos humanos con 
1,10,50,100,500 fxg/ml de extracto de Polypodium en presencia de prolina 
20 tritiada( 3 H-prolina)a 37 ° C durante 24 horas y medida de la prolina triatiada 
incorporada. Los extractos de Polypodium inhibieron un 40%, para una 
concentration de 50 fig/ml, la sintesis de col£geno frente a los controles. 

Los extractos de Polypodium han inhibido tambien la sintesis de la 
25 fibronectina, tanto los extractos de hoja como de rizoma, in vitro. Despues de 
la incubacion de los fibroblastos en presencia de los extractos de Polypodium 
y medida por imnunoensayo, los extractos de Polypodium inhibieron de forma 
dosis dependiente( 20 -1000 jxg/ml)la sintesis de fibronectina al 40%. 
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A parte de la actividad inhibidora de la sfntesis de los componentes de 
la matriz extracelular (ECM) in vitro; los extractos de Polypodium han 
mostrado esta actividad in vivo. DespuSs de la administration in vivo a 
5 pacientes con la enfermedad de La Peyronie, se ha reducido el tamano de la 
placa de colageno del pene y tambien se ha reducido la expresion del TFG-0, 
proteina sobreexpresada en todas las fibrosis. 

En un estudio clinico sobre 34 pacientes durante seis meses de 
10 tratamiento, los pacientes tratados con el Extracto de Polypodium mostraron 
una mejor evolution, tanto clinica como psicologica, que los pacientes 
tratados con Tamoxifeno. En todos los parametros analizados la mejoria es 
estadisticamente significativa. 



15 Los resultados obtenidos se detallan a continuacion: 





GRUPO P Polypodium 


GRUPO T Tamoxifeno 


N° Pacientes 


19 


15 


Parametros 
analizados 


Mejor 


Igual 


Peor 


Mejor 


Igual 


Peor 


Placa 


5(26%) 


14(74%) 


0 


4(27%) 


8(53%) 


3(20%) 


Dolor 


13(68%) 


6(32%) 


0 


10(66%) 


5(33%) 


0 


Incurvaci6n 
pene 


13(68%) 


5(26%) 


1(5%) 


7(46%) 


5(33%) 


3(20%) 


Dificultad coital 


8(42%) 


6(33%) 


5(25%) 


6(40%) 


3(20%) 


6(40%) 



Los resultados obtenidos con los extractos de Polypodium son mejores, 
tambien, que los resultados descritos por Kadioglu et al Int. J. Impot. Res. 
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2000 Jun; 12(3): 169-75, Estos autores describen que, sobre una muestra de 60 
pacientes afectados por la enfermedad de La Peyronie y tratados durante 10 
meses con colchicina, la incurvaci6n del pene mejoro en el 30% de los casos, 
permanecio igual en el 48% de los casos y empeoro en el 22% de los casos. 

5 

Los pacientes del grupo P foeron tratados con 720 mg de extracto de 
Polypodium obtenido segun ha descrito anteriormente cada 8 horas via oral. 

10 Los pacientes del grupo T fueron tratados con 20 mg de Tamoxifeno 

cada 24 horas via oral. 

La edad de los pacientes estudiados estaba en el mismo rango. 

15 El tamano de la placa se determino por un examen fisico y mediante 

ecografia de pene. 

La incurvatura del pene se determino fotograficamente. 

20 En los pacientes tratados con extractos de Polypodium la produccion de 

TGF-p decrecio un 22% tras el tratamiento respecto a los valores iniciales, 
mientras que en los pacientes tratados con Tamoxifeno la produccion de TGF- 
P decrecio un 5%. 

25 Igualmente se produjo una disminucion del 17% de la interleucina 10 

(EL- 10) del grupo tratado con los extractos de Polypodium frente a una 
disminuci6n del 79% de la DL-10 en el grupo tratado con tamoxifeno 
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Despues del tratamiento, el 67% de los pacientes tratados con los 
extractos de Polypodium estaba satisfecho con el tratamiento frente al 45% del 
grupo tratado con Tamoxifeno. 

5 Explication de las figuras 

La figura 1 describe efecto de los extractos de rizoma de Polypodium 
sobre la inhibition de la sfntesis de colageno. Se indica la media de 4 
experiments paralelos y la desviacion estandar. 

10 

La figura 2 describe efecto de los extractos de rizoma de Polypodium 
sobre la inhibition de la smtesis de fibrotecnina. Se indica la media de 3 
experiments paralelos y la desviacion estandar. 

15 La figura 3 describe efecto de los extractos de hoja de Polypodium 

sobre la inhibition de la smtesis de fibrotecnina. Se indica la media de 3 
experimentos paralelos y la desviacion est&ndar. 



20 Ejemplo 1. Efecto de los extractos de Polypodium sobre los 

componentes de la matriz extracelular 

Extractos de Polypodium . Los extractos de Polypodium fueron obtenidos por 
extraction en agua durante 48 horas, filtraci6n por membrana, evaporation del 
25 disolvente a presion reducida, redisolucion en suero fisiologico y liofilizacion. 
Los extractos se disolvieron en PBS y se usaron inmediatamente despues de su 
reconstituci6n. 



WO 03/103695 ^J^PCT/£SOJ/O02^2 

13 



Medios de cultivo . Los fibroblastos se obtuvieron de material quirurgico. Las 
muestras de piel se preincubaron durante 2 horas a 4 ° C en medio de cultivo 
RPMI 1640 con una cantidad doble (2%) de penicilina/estreptomicina. 
Posteriormente, los tejidos grasos se eliminaron, la piel se corto en pequenos 
5 trozos y se fijo a placas de cultivo humedecidas con suero fetal de ternero 
(FCS). Los trozos de piel se incubaron a 37 ° C en atmosfera de dioxido de 
carbono al 5% en RPMI 1964 con un 10% de FCS y un 1% de 
penicilina/estreptomicina. El medio se renovo 2 vez veces por semana. Los 
fibroblastos se tripsinizaron (Tripsina/EDTA: 0.05%/0.02%) y se 
10 subcultivizaron para los experimentos. Se usaron solamente las celulas entre el 
cuarto al decimoprimer pase(4°-14°). 

Sftitesis de colageno . Los fibroblastos de piel humana sana se cultivaron en 
microplacas para tejidos. Cada pocillo se inoculo con 10.000 celulas en 100 \xl 

15 del medio RPMI suplementado con FCS(10%) y L-acido ascorbico (50 
fxg/ml). Despues de 24 horas de incubacion en una atmosfera al 5% en dioxido 
de carbono el medio de cultivo se remplazo por 100 |^1 de medio fresco 
conteniendo las diferentes concentraciones ensayadas (1-1000 jig/ml de 
extractos de Polypodium) y ljxCi 3 H-prolina. Despues de una posterior 

20 incubacion durante 24 horas, se extrajo el colageno de cada pocillo por la 
adici6n de 100 |lx! de acido acetico frio(lM) con pepsina al 1% y se guardo 
durante toda la noche a 4 ° C. Todos los pasos siguientes se realizaron a 4 ° C. 
El contenido de los pocillos se transvaso a tubos de 3 ml de polipropileno a los 
cuales se les afiadi6 800 |il de acido acetico(0.5M) que contenia una sal 

25 soluble de colageno de piel de rata que actuaba como diluyente. Los tubos se 
centrifugaron a 4.000 g durante 20 minutos. Los sobrenadantes se transfirieron 
a tubos limpios y el precipitado se decarto. El coldgeno se precipit6 del 
sobrenadante por la adicion de 250 jj! de cloruro sodico en acido acetico 0.5M 
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(25%) a cada tubo. Despues de 2 horas los tubos se centrifogaron a 4000 g 
durante 30 minutos y los precipitados se redisolvieron en 300 pi de NaCl 0. 15 
en Tris-HCl 0.05 M, pH 7.5. El colageno se precipito por la adici6n de 2 ml de 
cloruro sodico 4.5 M en el mismo tamp6n. Despues de 2 horas, los tubos se 
5 centrifugaron a 4000 g durante 30 minutos, se descartaron los sobrenadantes y 
el colageno precipitado se lavo con 2 ml de etanol al 2% y se centrifugo a 
4000 g durante 30 minutos. Finalmente, cada precipitado se disolvio en 250 julI 
de acido acStico 0.5 M y se Uev6 a viales de centelleo que contenian 5-10 ml 
de una solucion de centello. Se midio la radiactividad en un contador de 
10 centelleo liquido con estandar externo segtin el m&odo descrito en Webster 
and Harvey, Analytical Biochemistry 96,220-224,1979. 

Sfntesis de Fibrotecnica . Los fibroblastos se cultivaron en microplacas con una 
densidad inicial de 20.000 celulas por mililitro con medio RPMI sin FCS. 

15 Despues de 24 horas a 37 °C y en una atmosfera de dioxido de carbono al 5%, 
el medio de cultivo se renovo y las celulas se cultivaron durante 48 horas a 37 
°C con las diferentes concentraciones de los extractos (1 -1000 jig/ml). Las 
celulas posteriormente se lavaron tres veces con PBS que contenfa 
seroalbumina bovina (BSA) al 1% y polisorbarto 20 (Tween 20). Las celulas 

20 se fijaron con una disoluci6n de metanol/acetona (v/v:l/l) durante 30 minutos, 
las celulas se lavaron tres veces, como se ha descrito anterionnente, y se 
incubaron con un anticuerpo monoclonal de raton antifibrotecnina (Sigma F- 
7384). Despues del lavado, las celulas se incubaron con un anticuerpo 
monoclonal de cabra antiraton conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma A- 

25 2179) durante 1 hora a 37° C. Las celulas se lavaron de nuevo tres veces y se 
incubaron con fosfato de p-nitrofenilo (1 mg/ml) durante 15 minutos en la 
oscuridad. Posteriormente, las microplacas se centrifugaron a 200 g durante 5 
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minutos y 100 jxl del sobrenadante se transferi6 a una nueva microplaca.Se 
midi6 en un lector ELISA a 405 nm. 

Resultados 

5 

1. Efectos del extracto de rizoma de Polypodium sobre la inhibicion 
de la sintesis del colageno. 

Sobre 4 experimentos paralelos los datos obtenidos son: 

10 

Concentration % de incorporation % de inhibicion 

Control 100% 0% 

1 ug/ml 116% -16% 

15 10 ug/ml 84% 16% 

50 ug/ml 58% 42% 

100 ug/ml 60% 40% 

500 ug/ml 53% 47% 

10 3 ug/ml 64% 36% 

20 

En la figura 1 se ilustran estos resultados. 

2. Efectos del extracto de rizoma de Polypodium en la inhibicion de 
la sintesis de la fibronectina. 

25 

Sobre 3 experimentos paralelos los resultados obtenidos fueron: 
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Concentracion % de incorporacion % de inhibition 

Control 100% 0% 

1 ug/ml 95% 5% 

10 ug/ml 98% 2% 

5 20 ug/ml 95% 5% 

50 ug/ml 87% 13% 

500 ug/ml 76% 24% 

10 3 ug/ml 60% 40% 



10 En la figura 2 se ilustran estos resultados. 



3. Efectos del extracto de hoja de Polypodium en la inhibition de la 
smtesis de la fibronectina 

15 Sobre 3 experimentos paralelos los resultados obtenidos fueron: 

Concentracion % de incorporacion % de inhibition 

Control 100% 0% 

1 ug/ml 105% -5% 

20 10 ug/ml 86% 14% 

20 M-g/ml 85% 15% 

50 ug/ml 82% 18% 

500 ug/ml 55% 45% 

10 3 ug/ml 40% 60% 

25 

En la figura 3 se ilustran estos resultados. 
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REIVINDICACIONES 

Uso de los extractos de Polypodium para la preparacion de 
una composicion farmaceutica para el tratamiento de las 
patologias fibr6ticas, tales como, esclerodermia, fibrosis 
pulmonar, ateroesclerosis, fibrosis medular, fibrosis 
hepatica, fibrosis pancredtica, fibrosis renal, fibrosis 
cardiaca, enfermedad de Dupuytren o enfermedad de La 
Peyronie. 

Uso de los extractos de Polypodium segun la 
reivindicacidn 1 caracterizado porque disminuyen la 
expresion del Factor Transformante del Crecimiento beta 
(TGF-p). 

Uso de los extractos de Polypodium segun la cualquiera de 
las reivindicaciones 1-2 caracterizado porque, al menos, 
reducen la incurvatura del pene, reducen el tamano de 
placas del pene, reducen el dolor durante el coito o 
producen una mejora psicologica, en los individuos que 
padecen la enfermedad de La Peyronie. 

Uso de los extractos segun cualquiera de las 
reivindicaciones 1-3 donde la composicion farmaceutica 
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comprende un extracto de Polypodium obtenible por 
extraccion con disolvente con una polaridad mayor de 20. 



5 5. Uso de los extractos segun la reivindicacion 4 

caracterizado porque la composicion farmaceutica 
comprende un extracto obtenible por extraccion con 
medios para solubilizar los compuestos solubles en agua. 

10 6. Uso de los extractos segun cualquiera de las 

reivindicaciones anteriores caracterizados por el extracto es 
obtenido a partir de los rizomas. 

7. Uso los extractos segun la reivindicacion 6 donde la 
15 especie utilizada es Polypodium leucotomos (Poiret). 

8. Uso de los extractos segun cualquiera de las 
reivindicaciones anteriores caracterizados porque los 
extractos comprenden al menos acido lactico, acido 

20 fumarico, acido quinico, acido cftrico o acido malico. 

12. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 

caracterizado porque la via de administracion es oral. 



25 
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